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         Revisión
RECEPTORES TIPO "TOLL" EN LA INMUNIDAD INNATA Y
SU ROL DURANTE LA INFECCIÓN INTRAMAMARIA POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS
RESUMEN
El entendimiento de los mecanismos de defensa inmune de la glándula mamaria es decisivo en el
desarrollo de medidas de control de la mastitis bovina. La inmunidad innata es un campo extremada-
mente amplio para la investigación y a pesar de los progresos logrados, el conocimiento que se tiene
es todavía incompleto. Se continúa generando información acerca de los patógenos de la glándula
mamaria y de las diversas defensas locales que pueden inducirse, como así también sobre la contribu-
ción de las células epiteliales mamarias en dichas defensas locales y en la movilización de leucocitos.
En los últimos años se le ha dado especial importancia a la caracterización de los receptores del
sistema inmune ("toll-like receptors", TLRs) y sus correspondientes ligandos en los microorganismos.
Nuevas y potentes herramientas de investigación están modificando radicalmente la interpretación de
la relación existente entre las defensas innatas de la glándula mamaria y las bacterias causantes de
infección. En todos los casos, el objetivo principal que se persigue es aumentar la resistencia del
individuo mediante la inmunomodulación y la genética, sin alterar las propiedades naturales de la
leche. Las enfermedades de la glándula mamaria, principalmente las mastitis causadas como respuesta
a infecciones bacterianas, son las que más perjuicio productivo y económico le ocasionan al productor
y a la industria lechera. La incidencia de mastitis aumenta cuando se dañan los mecanismos de defensa
de la glándula mamaria. En los últimos años, el énfasis en la selección genética para maximizar la
producción ha aumentado el estrés metabólico asociado con la síntesis y secreción de leche, existiendo
una correlación negativa entre la capacidad de producción y la resistencia a la mastitis. La presente
revisión pretende caracterizar la respuesta inmune innata y el rol de los receptores tipo "toll"  en las
infecciones intramamarias causadas por Staphylococcus aureus a los fines de aportar mayor entendi-
miento en la búsqueda y desarrollo de nuevas alternativas de control de la enfermedad.
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SUMMARY
Understanding the immune defenses of the mammary gland is a prerequisite for devising and
developing new measures to control mastitis. Innate immunity is an extremely broad field for
investigation, and despite decades of research, our present knowledge of the innate defenses of the
mammary gland is incomplete. Yet, information is being gained on pathogen recognition by the
mammary gland by several locally inducible defenses, as well as mammary epithelial cell contribution
to local defenses and to leucocyte mobilization to the infection site. In recent years special attention
has been given to characterization of immune system receptors (toll-like receptors, TLRs) and their
corresponding ligands in microorganisms. Powerful new research tools are radically modifying the
prospects for understanding the interplay between the mammary gland innate defenses and mastitis-
causing bacteria. In all cases, the main objective is to improve the cow's resistance by modulating
immune defenses and increasing genetic resistance, without altering the natural properties of milk.
The mammary gland inflammation caused in response to bacterial infections causes important economic
loses both to producers and dairy industry. The incidence of mastitis increases when mammary gland
defense mechanisms are damaged. In recent years, emphasis on genetic selection for milk production
increased the metabolic stress associated with synthesis and secretion of milk, leading to a negative
correlation between production capability and mastitis resistance. This review aims to characterize
the innate immune response and the role of toll-like receptors in mammary infections caused by
Staphylococcus aureus to provide a better understanding for research and development of new
alternatives to control this disease.
Key words:  Innate immunity, TLRs, mastitis, Staphylococcus aureus.
INTRODUCCIÓN
Las mastitis subclínicas causadas por
Staphylococcus aureus representan del 90
al 95% de todos los casos de infecciones
mamarias en bovinos y usualmente son re-
fractarias a los tratamientos con antibióticos
(Zecconi et al., 2006). En Argentina, se han
realizado estudios sobre muestras de leche
de vacas provenientes de distintos estable-
cimientos lecheros, con el fin de determinar
la prevalencia de los microorganismos cau-
santes de mastitis en las principales cuen-
cas lecheras. Staphylococcus aureus fue
identificado en el 13,9-54% de los aislamien-
tos, siendo el microorganismo predominan-
te, tanto en casos subclínicos como clínicos
de todas las cuencas analizadas (Calvinho
& Tirante, 2005).
Los programas de control de mastitis apli-
cados en la actualidad están basados en hi-
giene y terapia antibiótica. Si bien existe cierta
efectividad para el control de S. aureus, la
pobre respuesta de este organismo a la tera-
pia antibiótica ha determinado la búsqueda
de nuevas alternativas de control. La infec-
ción por S. aureus  comienza con un episo-
dio subclínico o clínico agudo, generalmen-
te evoluciona hacia la cronicidad y puede
persistir a lo largo de toda la vida del animal
(Sears & McCarthy, 2003). La eficacia de cu-
ración en casos crónicos luego del tratamien-
to con antibióticos es baja y no existe una
terapia efectiva para eliminar por completo la
infección en el cuarto mamario afectado
(Waage et al., 2000). Grupos de investiga-
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ción en diferentes partes del mundo están
focalizando sus trabajos hacia el estudio, en-
tendimiento y el mejoramiento de los meca-
nismos inmunológicos de la glándula
mamaria, con el objetivo de mejorar la res-
puesta inmunitaria y reducir el uso de dro-
gas.
El éxito limitado de la terapia con antibió-
ticos puede estar dado por la habilidad de S.
aureus de evadir la respuesta inmune del
hospedador y sobrevivir dentro de diferen-
tes tipos de células de la glándula mamaria
por un largo período de tiempo sin causar
una inflamación aparente y/o infección clíni-
ca (Sandholm et al., 1990; Almeida et al.,
1996; Hebert et al., 2000). Staphylococcus
aureus expresa una amplia gama de factores
de virulencia secretados y asociados a la
superficie bacteriana que le permiten evadir
la respuesta inmune posibilitándole la
sobrevivencia  dentro de células fagocíticas
(Foster, 2005). Con el fin de establecer una
infección y sobrevivir, el patógeno hace fren-
te a su ambiente cambiante y a continuos
ataques del sistema de defensa antimicro-
biano del huésped (Dryla et al., 2003).
Se considera que la patogenicidad de S.
aureus es un proceso complejo y multifac-
torial, resultado de la acción combinada de
más de 50 factores de virulencia que son ex-
presados coordinadamente durante las dife-
rentes fases de la infección (colonización,
evasión de las defensas del hospedador,
multiplicación y diseminación bacteriana).
Trabajos previos han postulado que la per-
sistencia de la infección por  S. aureus se
asocia con una respuesta inmune deficiente
mediada por factores de origen bacteriano y
del hospedador (Matsunaga et al., 1993;
Barkema et al., 2006). El sistema de defensa
de la glándula mamaria contra los patógenos
causantes de mastitis está mediado por fac-
tores inmunológicos innatos y adquiridos,
que actúan en forma coordinada, siendo la
eficiencia de estos mecanismos la que deter-
mina la resistencia a nuevas infecciones
(Sordillo & Streicher, 2002; Oviedo-Boyso et
al., 2007).
La presente revisión pretende caracteri-
zar la respuesta inmune innata y el rol de los
receptores tipo "toll" en las infecciones intra-
mamarias causadas por S. aureus a los fines
de aportar mayor entendimiento en la
patogénesis de las infecciones persistentes
causadas por esta bacteria y en la búsqueda
y desarrollo de nuevas alternativas de con-
trol de la enfermedad.
RESPUESTA INMUNE
Y RECEPTORES TIPO
"TOLL" (TLRs)
El sistema inmune se caracteriza por su
capacidad de reconocer y discriminar entre
agentes invasores extraños y moléculas pro-
ducidas por el propio organismo (Janeway
& Medzhitov, 2002). La glándula mamaria está
protegida por dos mecanismos de defensa:
la inmunidad innata y la adquirida. Ambos
sistemas interactúan íntimamente  para pro-
porcionar protección contra microorganismos
causantes de mastitis (Sordillo et al., 1997;
Rivas et al., 2002; Burvenich et al., 2003).
La respuesta inmune innata consiste en
reacciones humorales y celulares que se ini-
cian a través de la acción de receptores de la
inmunidad innata que reconocen específica-
mente a los organismos invasores y alertan
al sistema inmune de su presencia (Fournier
& Philpott, 2005). La naturaleza de los recep-
tores del sistema inmune y sus correspon-
dientes ligandos en los microorganismos
han sido bien caracterizados; los mismos son
llamados con frecuencia receptores de reco-
nocimiento de patrones (PRR) y patrones
moleculares asociados a patógenos (PAMP),
respectivamente (Fournier & Philpott, 2005).
B. E. Dallard et al.
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Los receptores tipo "toll" (TLRs, del inglés:
"toll-like receptors") forman parte de los PRR,
son responsables de la inducción de la pro-
ducción de factores secretados como
citoquinas, consisten en proteínas estructu-
ralmente relacionadas y reconocen diferen-
tes PAMP presentes en la superficie o en el
interior de microorganismos (Akira et al.,
2006). Un total de 13 diferentes TLR se han
descripto en ratones y seres humanos (Kai-
sho & Akira, 2006). En bovinos, en los últi-
mos años, se han descripto las secuencias
de 10 TLRs (Werling et al., 2006).
El sistema inmune innato se activa dentro
de los primeros minutos luego de la invasión
al hospedador y es responsable de la defen-
sa durante la etapa temprana de la infección,
mientras que la inmunidad adquirida requie-
re al menos 7 a 10  días para que se establez-
ca una respuesta celular o humoral apropia-
da (Netea et al., 2004).
El sistema inmune innato comprende com-
ponentes celulares tales como: monocitos,
macrófagos, células dendríticas, neutrófilos,
mastocitos, células asesinas naturales ("na-
tural killer", NK) y componentes humorales
como: complemento, lisozima, lactoferrina y
transferrina, entre otros. Este sistema es muy
eficaz frente a la mayoría de los agentes in-
fecciosos y durante mucho tiempo se ha sos-
tenido que se comporta de manera inespecí-
fica al patógeno invasor (Netea et al., 2004).
La activación secundaria de la inmunidad
adquirida y específica mediada por linfocitos
T y B permitiría eliminar el patógeno. Si bien
este escenario es correcto en cierta medida,
el dogma de la naturaleza no específica de la
respuesta inmune innata ha sido reciente-
mente modificado por el descubrimiento de
los TLRs; demostrándose que éstos son
cruciales en el reconocimiento de microorga-
nismos por el sistema inmune innato y que
actúan como nexo entre la respuesta inmune
innata y adquirida.
Los receptores "toll" han sido inicialmen-
te descriptos como receptores trasmembrana
tipo I, cumpliendo funciones importantes en
la defensa contra hongos y bacterias Gram
(+) en Drosophila melanogaster (Lemaitre
et al., 1996). Estructuralmente, se caracteri-
zan por contener un dominio extracelular que
contiene estructuras ricas en repeticiones de
leucina (LRR), una sola      -hélice transmem-
brana y un dominio de señalización citoplas-
mática homólogo al del receptor de interleu-
quina 1 (IL-1R), llamado TIR. Los TLRs en
ausencia de ligando tienden a formar dímeros
unidos de modo no covalente (Takeda &
Akira, 2005).
La especificidad de los TLR para el reco-
nocimiento de diferentes PAMP ha sido iden-
tificada. Esta incluye, al peptidoglucano
(PGN) y ácido lipoteicoico (LTA) de bacte-
rias Gram (+), lipoproteínas bacterianas y
zimosan por TLR2; ARN doble cadena por
TLR3; lipopolisacárido (LPS) de bacterias
Gram (-), moléculas de fibrinógeno y proteí-
nas de choque térmico (HSPs, del inglés
"heat shock proteins") por TLR4; flagelina
por TLR5 y estructuras CpG del ADN
bacterianos por TLR9 (Kopp & Medzhitov,
2003). Múltiples estudios han reportado
ligandos microbianos adicionales para los
diferentes TLR, los cuales escapan a los al-
cances de la presente revisión (Takeda et al.,
2003). Además, un creciente número de pu-
blicaciones mencionan el reconocimiento por
parte de los TLR de ligandos endógenos
como HSPs celulares y componentes de la
matriz extracelular como fibronectina y ácido
hialurónico, sugiriendo un rol en la modula-
ción de los procesos autoinmunes (Akira &
Hemmi, 2003).
La unión del ligando al receptor tipo "toll"
estimula la activación del factor de transcrip-
ción nuclear    B (NF-  B) y MAP quinasa
conduciendo a la producción de importan-
tes mediadores de la inmunidad innata, tales
к 
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como IL-6, IL-12, IL-18, IFN-   e IFN- .
Concomitantemente, la señalización por TLR
induce moléculas co-estimulatorias esencia-
les para la inducción de la respuesta inmune
adaptativa, como B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86),
las cuales son proteínas de superficie expre-
sadas por células presentadoras de antígeno
(CPA). La presencia de estas moléculas co-
estimuladoras sobre las CPA y la presenta-
ción de los componentes antigénicos
microbianos activan las células T CD4+ re-
queridas para iniciar la respuesta inmune
adaptativa. La pérdida de co-estimulación
normalmente lleva a la tolerancia (Bachmann
et al., 1998; Schwartz, 2003).
Con la excepción de TLR3, la señal de
transducción para la mayoría de los TLR re-
quiere de moléculas adaptadoras como el
factor mieloide de diferenciación 88 (MyD88)
(Alexopoulou et al., 2001; Takeda & Akira,
2005; Akira et al., 2006). La vía dependiente
de MyD88 en la señalización de TLR4 re-
quiere de la proteína adaptadora TIRAP
(TIR-"domain containing adaptor protein")
y MyD88 para iniciar una cascada descen-
dente llevando a la traslocación nuclear del
NF-   B y producción de citoquinas proinfla-
matorias (Kagan & Medzhitov, 2006). Por otra
parte, la vía de señalización independiente
está controlada por los adaptadores TICAM
1 ("toll-like receptor adaptor molecule") o
TRIF (TIR-"domain containing adaptor
inducing interferon-   ") y TICAM 2 o TRAM
(TRIF-"related adaptor molecule") los cua-
les activan la transcripción del factor IRF3
(IFN "regulatory factor 3") y la producción
de IFN-    (Yamamoto et al., 2003a,b). TIRAP
también está involucrado en la transducción
de señales de TLR2 a través de la vía depen-
diente de MyD88 (Horng et al., 2001;
Yamamoto et al., 2002). Así mientras la seña-
lización por TLR4 y TLR2 activan NF-  B a
través de la vía dependiente de MyD88, sólo
TLR4 y no TLR2 activa IRF3.
CARACTERÍSTICAS DEL TLR2 Y SU
IMPLICANCIA EN LAS
INFECCIONES ESTAFILOCÓCICAS
El TLR2 interactúa y une con una amplia
variedad de componentes microbianos. Es-
tos incluyen, lipoproteínas y lipopéptidos de
varios patógenos, PGN y LTA de bacterias
Gram (+), lipoarabinomanano de micobac-
terias, glucosil fosfatidil inositol de
Trypanosoma cruzi, modulina soluble en
fenol de Staphylococcus epidermidis,
zymosan de hongos y glucolípidos de
Treponema maltophilum (Takeda et al., 2003).
Además, TLR2 reconoce LPS de otros Gram (-)
como Leptospira  interrogans, Porphyromo-
nas gingivalis y Helicobacter pylori
(Hirschfeld et al., 2001; Werts et al., 2001; Smith
et al., 2003). Estos LPS difieren estructural-
mente de los LPS típicos de bacterias Gram (-)
reconocidos por TLR4 en el número de cade-
nas acil en el lípido A, el cual confiere el reco-
nocimiento diferencial (Netea et al., 2002).
El mecanismo posible por el cual TLR2 re-
conoce un amplio espectro de componentes
microbianos es que forma dímeros heterofí-
licos con otros TLRs como TLR1 y TLR6, los
cuales están estructuralmente relacionados
con TLR2. Usando lipopéptidos (LP) como
estímulo, originalmente se pensó que LP
diacetilados y LP triacetilados eran recono-
cidos por los heterodímeros TLR2/TLR6 y
TLR2/TLR1, respectivamente (Takeda et al.,
2003). Sin embargo, ha sido observado re-
cientemente que ciertos LP poseen capaci-
dad de dar señal en células de ratones defi-
cientes en los genes para TLR6 y TLR1
(Omueti et al.,  2005; Buwitt-Beckmann et  al.,
2006), en forma independiente de TLR1 y
TLR6 o por activación de ambos heterodí-
meros (TLR2/TLR1 y TLR2/TLR6). La
estimulación de células con diferentes LP,
señalizados a través de TLR2/TLR1 o TLR2/
TLR6 o ambos, siempre conduce a la misma
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señal de transducción lo que sugiere que la
heterodimerización podría ser un mecanis-
mo evolutivo para ampliar el espectro de
ligandos a TLR2 (Farhat et al., 2008).
La participación de TLR2 ha sido implica-
da en la respuesta inmune del hospedador
en varios modelos de infección estafilocó-
cica, jugando un importante rol como recep-
tor de la inmunidad innata. En la mayoría de
los reportes, la supresión del gen que codifi-
ca para TLR2 incrementa la susceptibilidad
del hospedador a las infecciones estafilocó-
cicas. Ensayos en ratones deficientes en
TLR2 han mostrado un aumento en la sus-
ceptibilidad a las infecciones por S. aureus
cuando fueron desafiados con este organis-
mo en forma endovenosa (Takeuchi et al.,
2000; Hoebe et al., 2005). Luego de la inyec-
ción subcutánea, S. aureus puede multipli-
carse en forma intradérmica en ratones TLR2
deficientes, no así en ratones sin deficien-
cias, en los cuales las bacterias son elimina-
das (Hoebe et al., 2005). Sin embargo, de-
pendiendo del modelo de infección, la
deficiencia de TLR2 puede ser protectiva o
perjudicial para el hospedador.  Se ha de-
mostrado que en tejidos de diferentes hospe-
dadores, las células involucradas en la res-
puesta inflamatoria como monocitos/
macrófagos, neutrófilos, células dendríticas,
astrocitos y mastocitos expresan TLR2
(Visintin et al., 2001; McCurdy et al., 2003;
Sabroe et al., 2003; Esen et al., 2004; Dallard et
al., 2009a). Es interesante observar que, TLR2
y TLR6 se expresan débilmente en células
epiteliales intestinales humanas, las cuales res-
ponden pobremente a ligandos dependientes
de TLR2 como LTA y modulinas de S. aureus
solubles en fenol (Melmed et al., 2003).
Petzl et al. (2008) demostraron por
inmunohistoquímica que las células epitelia-
les mamarias constituyen el principal tipo
celular de la glándula mamaria que expresa
TLRs y   -defensina. En cuanto a TLR2, se
demostró que este receptor se localiza en la
membrana apical de las células epiteliales
mamarias. Esto concuerda con los hallazgos
de Dallard et al. (2009) donde la inmunomar-
cación para TLR2 y TLR4 en glándulas
mamarias crónicamente infectadas con S.
aureus y en glándulas mamarias sanas se vio
asociada a las células epiteliales mamarias con
una fuerte expresión en el citoplasma apical.
La mayoría de los conocimientos actua-
les citados precedentemente sobre la impli-
cancia de los TLRs en las infecciones por
bacterias Gram (+) se basan en estudios rea-
lizados in vitro en células epiteliales mamarias
humanas o de ratón y en estudios in vivo en
ratones por el fácil acceso a la tecnología
"knockout". En bovinos, la mayoría de los
estudios se realizan in vitro utilizando líneas
de células epiteliales mamarias y son esca-
sos los trabajos in vivo.
RESPUESTA INMUNE INNATA
A LA INFECCIÓN INTRAMAMARIA
POR S. AUREUS
La infección de la glándula mamaria por S.
aureus se caracteriza por el reclutamiento de
neutrófilos, activación de linfocitos y pro-
ducción de citoquinas. El cambio de las
subpoblaciones de estas células inflamato-
rias durante las fases agudas y crónicas de
las mastitis causadas por S. aureus no se ha
esclarecido completamente. Estudios previos
han evidenciado que durante la fase crónica
de la mastitis causada por S. aureus, se pro-
duce un incremento en el recuento de célu-
las somáticas (neutrófilos) de 3-22% (glán-
dula mamaria no infectada) a 55-96% (en
glándula mamaria infectada) (Riollet et al.,
2001). El reclutamiento de neutrófilos a la
glándula mamaria infectada es promovido
por IL-8, sin embargo en infeccionesβ 
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subclínicas, esta interleuquina no ha sido
detectada en leche y el factor C5a mostró
solo un incremento transitorio a las 32 h post
inoculación (Riollet et al., 2000; Bannerman
et al., 2004). Estos hallazgos sugieren que el
reclutamiento de neutrófilos a la glándula
mamaria no depende solamente de la activi-
dad quimiotáctica de estas moléculas.
La actividad de las células inmunes du-
rante los estadios tempranos de la patogenia
tiene un rol central en el establecimiento de
la infección intramamaria (IIM), cumpliendo
un papel principal los macrófagos como pri-
mera señal de alarma frente a la exposición a
productos bacterianos (Rainard & Riollet,
2006). Estudios previos realizados durante
el periodo de involución activa de la glándu-
la mamaria bovina, revelaron que en cuartos
mamarios crónicamente infectados por S.
aureus el número de monocitos/macrófagos
fue significativamente mayor al hallado en
cuartos sanos durante las tres primeras se-
manas posteriores al secado. El mayor nú-
mero de monocitos/macrófagos en cuartos
mamarios infectados se observó al día 7 com-
parado con el día 14 y 21 del secado (Dallard
et al., 2009b). Estos resultados sugieren un
rol central de estas células en las mastitis
crónicas por S. aureus durante el proceso de
remodelación mamaria.
TNF-  e IL-1  son las citoquinas pro-
inflamatorias más importantes producidas en
reacciones inflamatorias como por ejemplo,
en IIM causadas por S. aureus. Transcriptos
de ARNm para estas citoquinas han sido
encontrados en leche de vacas con mastitis,
sin embargo los péptidos correspondientes
no han sido detectados (Riollet et al., 2000,
2001). Incrementos significativos en la trans-
cripción de TNF-   fueron detectados en
mastitis clínicas causadas por S. aureus a
las 24 h pi, con una marcada disminución 36
h pi (Alluwaimi  et al., 2003). Esta disminu-
ción coincidió con un incremento en la pro-
ducción de IL-1  que se mantuvo elevada
por 8 horas. Estos resultados sugieren que
ambas citoquinas tienen funciones pro-
inflamatorias importantes en los primeros
estadios de la infección que podrían explicar
la ineficiencia de la respuesta inmune de la
glándula mamaria al favorecer el estableci-
miento de la infección y la evolución de ésta
hacia la cronicidad. Por otra parte, Banner-
man et al. (2004) comprobaron que S. aureus
induce una respuesta disminuida de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-8 y TNF-     en
el hospedador. Asimismo, Rainard et al.
(2008) detectaron la presencia de IL-8 en le-
che en respuesta a la infección experimental
por S. aureus, aunque la concentración al-
canzada fue inferior a la obtenida tras la ino-
culación de LTA de S. aureus purificado. Es
necesario aún esclarecer si la respuesta in-
mune diferencial observada por distintos au-
tores contribuye a la cronicidad de infección
bacteriana.
En un estudio reciente, realizado durante
el periodo de involución activa de la glándu-
la mamaria bovina, se encontró que en cuar-
tos mamarios infectados crónicamente por
S. aureus, expresión de TNF-     fue significa-
tiva-mente mayor a la hallada en cuartos no
infectadas durante las tres primeras sema-
nas posteriores al secado (Dallard et al.,
2009b). Estos datos sugieren que TNF- ..
podría jugaría un papel importante en el es-
tablecimiento y en la evolución a la croni-
cidad de la IIM por S. aureus durante el pro-
ceso de remodelación.
ROL DE LOS TLR EN LAS
INFECCIONES INTRAMAMARIAS
POR S. AUREUS
En un modelo de mastitis experimental por
S. aureus en glándula mamaria bovina,
Goldammer et al. (2004) observaron regula-
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ción positiva coordinada en la expresión de
ARNm para TLR4 y TLR2. Adicionalmente,
la expresión coordinada para los mismos TLR
fue observada en inflamaciones inducidas
en células epiteliales renales (Wolfs et al.,
2002) y en células HeLa infectadas con
Trichomonas vaginalis (Chang et al., 2006).
Sin embargo, estos hallazgos no pudieron
relacionarse con información adicional que
esclarezca si el aumento de TLR2 y TLR4 se
traducía en una mejora en el reconocimiento
del patógeno. Actualmente, existe escasa
información disponible acerca de los roles
de los adaptadores de señalización de TLR4
y TLR2 en la traslocación de los factores de
transcripción NF-kB y IRF3, los cuales son
los iniciadores fundamentales para la expre-
sión de las citoquinas proinflamatorias re-
queridas por las células epiteliales mamarias
bovinas en respuesta a los patógenos inva-
sores.
Como fuera mencionado, S. aureus causa
frecuentemente infecciones subclínicas y
crónicas de la glándula mamaria. Yang et al.
(2008) examinaron si una inadecuada activa-
ción de los receptores de patógenos TLR2 y
TLR4 por ligandos derivados de S. aureus
podría contribuir a los mecanismos
moleculares que sustentan las estrategias de
escape de las defensas inmunes mamarias
del hospedador por parte del patógeno. Es-
tos investigadores observaron que infeccio-
nes con E. coli y S. aureus inducían la expre-
sión de genes para IL-8 y TNF-     en cultivos
primarios de células epiteliales mamarias bo-
vinas (pbMEC), aunque S. aureus en un gra-
do 5% menor al de E. coli. Esta respuesta
disminuida en la expresión de citoquinas para
S. aureus estuvo acompañada por una pér-
dida completa de la activación de NF-   B por
S. aureus o LTA en pbMEC. En base a estos
resultados, estos autores concluyeron que
la causa de la inadecuada respuesta inmune
inducida por S. aureus no se debió a una
alteración en la unión del TLR a su ligando,
sino a una regulación negativa de la activa-
ción de NF-   B en pbMEC por el patógeno,
debilitando gravemente la respuesta inmune
en la glándula mamaria.
Para estudiar la interacción de S. aureus y
diferentes tipos celulares se han realizado
múltiples ensayos in vitro. En estos siste-
mas S. aureus puede ser internalizado por
células epiteliales de la glándula mamaria
bovina (Almeida et al., 1996; Bayles et al.,
1998; Anaya-López et al., 2006) y células
endoteliales de aorta bovina (Hamill et al.,
1986; Vann & Proctor, 1987). Recientemente,
Stranberg et al. (2005), han demostrado que
las células epiteliales mamarias bovinas esti-
muladas por 24 h con LPS pero no con LTA
producen IL-1  , IL-8, TNF-    y    -defensinas.
Por otra parte, cuando la estimulación con
LPS o LTA se realizó por 2 a 4 h, se observó
un rápido incremento en la expresión de
ARNm para las diferentes citoquinas eva-
luadas pero que sólo logró ser sostenida en
el tiempo para LPS. En células estimuladas
con LTA, la expresión de genes para las dife-
rentes citoquinas mencionadas retornó a los
niveles basales 8 a 16 h posteriores al estí-
mulo. En un estudio reciente, se detectó IL-
1.. en leche de vacas a las 4 y 8 h pi
intramamaria de 100 y 10μg, respectivamen-
te, de LTA de S. aureus purificado; retornan-
do a niveles pre inoculación entre 24 y 72 h
pi (Rainard et al., 2008). Asimismo, estos au-
tores detectaron TNF-   tras la inoculación
intramamarias de 100μg de LTA de S. aureus
solamente entre 4 y 8 h pi. La limitada y poco
sostenida respuesta en la expresión de
citoquinas en respuesta a LTA podría expli-
car por qué las mastitis causadas por S.
aureus muestran mayor potencial para eva-
dir la respuesta inmune innata y favorecer el
establecimiento de la IIM, lo cual podría fa-
cilitar la posterior evolución hacia la
cronicidad comparado con las infecciones
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por bacterias Gram (-), así como por otros
organismos Gram (+). Cabe mencionar que
se ha demostrado que el Streptococcus
uberis induce la producción de TNF-   ,   IL-
1.. e IL-8 luego del incremento de células
somáticas en leche de vacas infectadas ex-
perimentalmente (Rambeaud et al., 2003), lo
cual difiere de lo previamente descripto en
IIM por S. aureus (Riollet et al., 2000;
Bannermann et al., 2004).
Estudios realizados en células endoteliales
de vena umbilical de seres humanos demos-
traron que las mismas son capaces de secre-
tar IL-1  , IL-6 e IL-8 luego de la infección in
vitro con S. aureus (Yao et al., 1995; Strindhall
et al., 2005). En la respuesta inmune innata,
las células endoteliales no solo responden a
muchas citoquinas, sino que también pro-
ducen algunas de ellas. Oviedo-Boyso et al.
(2007) reportaron que la endoci-tosis de S.
aureus por células endoteliales bovinas está
modulada por TNF-    e IL-1  . Es probable
que la activación de NF-kB por estas
citoquinas estimule la expresión de genes que
participan en la adhesión y endocitosis de S.
aureus por células endoteliales bovinas. Esta
suposición se basa en resultados en los cua-
les la traslocación de NF-kB al núcleo fue
detectada en neutrófilos recuperados de le-
che de vacas con mastitis (Boulanger et al.,
2003). Dado el importante rol que juega NF-
kB en la expresión de citoquinas,
quimioquinas y moléculas de adhesión, es
posible que la transcripción de este factor
también participe en la patogenia de la
mastitis causada por S. aureus y otras bac-
terias.
Watanabe et al. (2007) determinaron los
niveles de fagocitosis y consecuente muer-
te de las bacterias fagocitadas por macró-
fagos obtenidos de ratones deficientes en
TLR2 y en ratones "wild-type" para exami-
nar el posible rol de TLR2 en la respuesta
celular. Los resultados mostraron que la
fagocitosis de S. aureus y E. coli fue similar
entre macrófagos provenientes de ratones
deficientes en TLR2 y ratones "wild-type".
Por otra parte, ambas cepas, demostraron un
nivel reducido de superóxido en los
macrófagos que habían fagocitado S. aureus.
Estos investigadores proponen que tras ha-
ber reconocido a S. aureus, el receptor TLR2
activa la vía de las MAP quinasas para su-
primir la producción de superóxido, lo que
conduce a prolongar la vida de las bacterias
en los fagosomas.
CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS
El conocimiento de los mecanismos de la
respuesta inmune innata y adaptativa en la
glándula mamaria ha avanzado en forma sig-
nificativa en los últimos años. Sin embargo,
la mastitis bovina continúa siendo una en-
fermedad de alta prevalencia en los rodeos y
con limitada respuesta a los tratamientos con
antibióticos. La pobre respuesta a los
antibióticos ha motivado la búsqueda de tra-
tamientos alternativos y nuevas estrategias
de control. La respuesta inmune de la glán-
dula mamaria es compleja debido a que la
mastitis es una enfermedad causada por una
amplia variedad de agentes infecciosos, cada
uno con mecanismos patogénicos diferen-
tes. El desafío en los años venideros será la
obtención de una panorama completo de los
factores que afectan la interacción entre di-
ferentes agentes etiológicos y las células de
la glándula mamaria. Asimismo, el estudio
detallado de la modulación de estas
interacciones por las citoquinas será una
herramienta valiosa en el diseño de métodos
de base biotecnológica para la prevención
de esta enfermedad.
Si se tiene en cuenta que el reconocimien-
to de los patógenos por el sistema de TLR
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induce la expresión de moléculas co-
estimulatorias esenciales para la inducción
de la respuesta inmune adaptativa, los co-
nocimientos que se generen en bovinos po-
drían aportar mayor información acerca del
uso de adyuvantes de vacunas que estén
dirigidos a interaccionar con el sistema de
TLR y así promover una óptima inmunoes-
timulación. En otras palabras, si se conoce
cómo estimular al máximo el sistema de TLR,
esto podría ser la clave para mejorar las
formulaciones para la inmunización contra
de patógenos causantes de IIM en bovinos.
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